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Beschreibung 

Verfahren und Versorgungseinheit zur Uberwachung von Ver- 
anderungen und Zustanden in Reaktionskammern 
Technisches Umf eld 

[001] Untersuchungen an Zellkulturen werden in Reaktionskammern durchgefuhrt* Im 

Reaktionsraum konnen Zellen, Zellbestandteile, D3STA, RNA, Enzyme, Antikttrper und 
chemische Verbindungen iiberwacht und/oder zur Reaktion gebracht weiden. Es sind 
Reaktionskammern bekannt, bei denen sich am Boden des Reaktionsraumes Sen- 
sorsysteme unterschiedlicher Art befinden. 

[002] Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Oberwachung von Veranderungen 
und Zustanden in Reaktionskammern und eine Versorgungseinheit, welche bei Unter- 
suchungen an Zellkulturen flir die Einbringung eines flflssigen Kulturmediums 
bendtigt wird. 

[003] Bekannte Vorrichtungen dienen dazu, in einer bestimmten zeitlichen Abfolge den 
Zellen ftisches Kulturmedium oder ein in diesem Kultuimedium gelosten Wirkstoff 
zuzufuhren beziehungsweise verbrauchtes Medium, aus dem Zellkulturbereich zu 
entfernen. Das zugefiihrte Medium und der Zellkulturbereich mtissen vor Kon- 
tamination durch Mikroorganismen und vor ubermaBiger Verdunstung geschtitzt sein. 
Dies sind wichtige Voraussetzungen flir die sensitive Messung zellulacer Reaktionen. 

[004] In der DE 1992081 1 wird eine Vorrichtung zur Durchfuhrung von Untersuchungen 
an Zellkulturen, die sich in einem fliissigen Kulturmedium befinden, beschrieben. Es 
ist ein Trennkorper vorgesehen, welcher der auf ebaer Aufnahme befindlichen 
Zellkultur annaherbar ist und oberseitig des Kulturmediums einen Reaktionsraum 
begrenzt Innerhalb des Trennkorpers sind ein oder mehrere Durchtrittskanale 
vorgesehen, die in den kleinvolumigen Teilraum des Au&ahmebehaltnisses miinden. 
Das konvektive Vermischen des im Reaktionsraum und im Reservoirraum be- 
findlichen Mediums erfolgt, indem uber den Durctitrittskanal ein bestimmtes Flussig- 
keitsquantum an Kulturmedium dem Reaktionsraum zugefiihrt und wieder abgesaugt 
wir<L Die konvektive Vermischung erfolgt iiber dexi Stromungskanal zwischen 
Trennkorper und Aufhahmebehaltnis, An der Unterseite des Trennkorpers befindet 
sich eine Profilierung mit konvexer Wolbung, wodurch Luft- bzw. Gasblasen 
entweichen konnen. 

[005] Fltissigkeiten konnen je nach Umgebungsbedingungen Gase speichern oder 
abgeben (Gasaustausch mit der Umgebung) wobei immer der Sattigungszustand 
angestrebt wird. So kann es u.a. in Abhangigkeit von Temperatur und Druck zu er- 
heblichen Gaseinlagerungen kommen. Bei Entspamiung und Temperaturerhohung wird 
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ein Teil des Gases wieder an die Umgebung abgegeben was zu Blasenbildung fuhren 
kann. In geschlossenen Systemen konnen diese Blasen transpoitiert weiden und zu 
Storungen von chemischen-, physikalischen- und biologischen Ablaufen, Messer- 
gebnissen bzw. des Messumfeldes (z.B. Schaden am Zellteppich oder innerhalb eines 
Reaktionsraumes , Verhindem von chemischen Reaktionen an Oberflachen durcb 
Anlagem von Luftblasen) fuhren. 

Nachteil des Standes der Technik ist es, dass Gasblasen entstehen konnen, welche 
die Zellkultur bzw. die Messung durch die Sensoien beeintrachtigen. 

Zur Vermeidung bzw. Verringerung von Storungen durch Luftblasen sind ver- 
schiedene Verfahren und Gerate bekannt. 

Bin Teil dieser Systeme (Vakuum, Erwarmung, Ultraschall, . ..) kann die 
Fliissigkeit teil- oder nahezu vollstandig entgasen. Hier muss jedoch darauf geachtet 
weiden, dass beim Weitertransport der Fliissigkeiten keine emeute Gasaufhahme 
erf olgen kann (gasundurchlassige Transportbehaiter/ Rohre/ Schlauche). Weiterfiin 
kann es durch die Entgasung zur Veranderungen der Eigenschaften der Fliissigkeit 
(z.B. denaturieren von Proteinen durch Erwarmung) bzw. zu Beeinflussungen an den 
Sensoien kommen. Aus diesen Griinden sind die beschiiebenen Entgasungsverfahren 
fur Anwendungen, die auf halb-offenen Systemen beruhen, mit lebenden (z.B . sauer- 
stoffzehrenden) Zellen arbeiten und/oder keine Manipulation der Fliissigkeit erlauben, 
nicht geeignet. 

Weitere Verfahren zur Luftblasenunterdrilckung sind zB. sogenaimte Luftbla- 
senf alien im Schlauchsystem. LuftVGasblasen steigen in einem dafur vorgesehen 
Bereich auf und werden im „Abfluss" nicht weitertransportiert. Nachteil dieses 
Verfahrens ist das zusatzliche Totvolumen (ZeiWerzogemng/Durclnmschung beim 
Medienwechsel) und die ggf . notwenige Abgasungsstelle, die Kontakt mit der Umwelt 
herstellt (z.B. Kontamination moglich). Weiterhin kann das System nur Luftblasen 
entfemen, die sich im Schlauch vor der Falle (in Pumprichtung) befinden. Weitere 
Luftblasenbildung im nachfolgenden Schlauch-/Leitungssystem ist nicht ausge- 
schlossen. 

Olien ba rung der Erfindung 
Technisches Problem 

Aufgabe der Erfindung ist es, eine luftblasen&eie Messung in Reaktionskammem 
zur tJberwachung von Veranderungen und Zustanden in Reaktionskammem zu er- 
moglichen. Auf eine Entgasung soil ganz verzichtet werden. 
Technische Losung 

Erfindungsgemafi wird die Aufgabe durch die Patentanspriiche 1 bis 16 gelost 
Das Verfahren zur Uberwachung von Veranderungen und Zustanden in Reakti- 
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onskammera ist dadurch gekennzeichnet, dass ein Fluid aus einem Vorratbehalter 
abgezogen oder abgepumpt und zu einer Versorgungseinheit transportiert wird. Das 
Fluid tropft oder fliefit iiber einen zweiten Durchtrittskanal (Einlasskanal) in einen 
Tropfraum, so dass Luftblasen, die mit dem Fluid transportiert werden, an der 
Fluidgrenze bleiben oder sofort in die Umgebung entweichen. Sie konnen somit nicht 
in den Reaktionsraum gelangen. Oberhalb eines Kopf es und eines Reaktionsraums 
bildet das Fluid einen Vorrat Die Hohe der Fluidgrenze und somit das Vorratsvolumen 
wird mit Hilfe eines ersten Durchtrittskanals (Absaugkanal) bestimmt und ein Fluid- 
austausch erfolgt im Reaktionsraum durch die Absaugung iiber den Absaugkanal und 
das dadurch hervorgerufene Nachfliefien des Fluids aus dem Tropftraum. 

In einem AusfQhrungsbeispiel wird die Hohe der Fluidgrenze und somit das Vor- 
ratsvolumen mit Hilfe eines dritten Durchtrittskanals (Notabs augkanal) bestimmt. 

Die Veranderung des Fluids oder einer Oberflache im Reaktionsraum wird durch 
lebende Zellen und/oder chemische, biochemische und/oder immunologische 
Reaktionen ausgelost, wobei die Fluid-Ver- und -Entsorgung gleichzeitig oder 
nacheinander ablauft 

Der Reaktionsraum ist durch einen Hebemechanismus des Kopftragers veranderbar. 
Das Fluid im Tropfraum wird dadurch mit dem Fluid im Reaktionsraum vermischt. In 
einem Ausfuhrungsbeispiel wird die Flussigkeit im Tropfraum (durch das Absaugen 
der Flussigkeit aus dem Reaktionsraum) in den Reaktionsraum hineingezogen. 

Im Reaktionsraum ist eine Membran derart angeordnet, dass Teile des Reakti- 
onsraumes von einer direkten Anstromung durch das Fluid ausgeschlossen sind. 

Bei der erfindungsgemaBen Versorgungseinheit zur t)berwachung von Ver- 
anderungen und Zustanden in Reaktionskammern dient ein in den Reaktionsraum 
mtindender erster Durchtrittskanal als Absaugung fur ein Fluid Der Einlass des Fluids 
erfolgt uber einen zweiten Durchtrittskanal oberhalb der Fluidgrenze. 

Im Reaktionsraum und/oder im ersten Durchtrittskanal sind Sensorsy steme zur 
Detektion der Veranderung im Fluid angeordnet. 

In einem AusfUhrungsbeispiel besteht der Kopftrager aus einem Kopf mit einem 
stielformigen Schaft und einer Verdickung fiir die Aufhahme des zweiten Durch- 
trittskanals. 

In einem weiteren AusfUhrungsbeispiel befindet sich oberhalb der Verdickung und 
innerhalb des Aufhahmebehalters eine weitere Verdickung fiir die Aufnahme eines 
dritten Durchtrittskanals, der als Notabsaugung einen Oberlauf verhindert. 

Eine weitere Ausfiihrung zeigt, dass der zweite Durchtrittskanal fur die Zuleitung 
des Fluids neben dem Kopftrager angeordnet ist. Der erste Durchtrittskanal befindet 
sich im Boden des Reaktionsraumes . 

Die Oberflache der Versorgungseinheit ist mit einer hydrophoben und/oder hy- 
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drophilen Beschichtung versehen. 

Durch diese konstruktiv optimierte Versorgungseinheit, welche fur die Versorgung 
mit ftischem und die Entsorgung von veibranchten Reaktionskomponenten sorgt, und 
einer neuen Fluidfuhrung sind Entgaser bzw. Blasenfallen unnotig. 

Blasen werden direkt am Durchflusskopf in unmittelbarer Nahe zum Reaktionsraum 
abgefangen und am Transport zum Reaktionsraum gehindert, wobei die phy si- 
kalischen, chemischen und biologischen Eigenschaften des Fluids unverandert bleiben. 
Kurze Beschreibung von Zeichnungen 

Die Ausftlhrungsbeispiele werden anhand der Zeichnungen erlautert. 

Figur 1 - erfindungsgemaBe Versorgungseinheit mit Absaugung und Einlass 

Figur 2 - erfindungsgemaBe Versorgungseinheit mit Absaugung, Einlass und 
Notabsaugung 

Figur 3 - erfindungsgemaBe Versorgungseinheit in einer weiteren Ausfuhrung 
In Figur 1 wird die erfindungsgemaBe Versorgungseinheit dargestellt. In einen Auf- 
nahmebehalter 10 befindet sich ein Kopftrager 1, der den Reaktionsraum 2 begrenzt. 
Im Reaktionsraum 2 konnen Zellen, Zellbestandteile, DNA, RNA, Enzyme, Antikorper 
und chemische Verbindungen iiberwacht und/oder zur Reaktion gebracht werden. Am 
Boden des Reaktionsraumes 2 und/oder im ersten Durchtrittskanal 5 konnen sich Sen- 
sorsysteme 13 unterschiedlicher Art befinden. Das konnen z.B. elektrische, optische 
und/oder akustische Sensoren sein. Eine Membran 14 im Reaktionsraum 2 kann z.B, 
Suspensionszellen oder andere bewegliche Reaktionskomponenten im Reaktionsraum 
2 zuriickhalten oder eine direkte Anstromung (Scherkrafte) von adharent wachsenden 
Zellen oder Reaktionskomponenten an Oberflachen verhindern. 

In Figur 2 wird dargestellt, wie durch den erfindungsgemaBen Kopftrager 1 mit dem 
ersten Durchtrittskanal 5 als Absaugung, dem zweiten Durchtrittskanal 6 als Einlass 
und dem dritten Durchtrittskanal 1 1 als Notabsaugung ein Cfberlaufen verhindert 
werden kann. 

Der Kopftrager 1 hat einen Kopf 7 mit sich anschlieBendem stielfonnigen Schaft 8. 
Ein in den Reaktionsraum 2 mirndender erster Durchtrittskanal S dient als Absaugung 
fur ein Fluid 3. Der Einlass erfolgt iiber einen zweiten Durchtrittskanal 6 in einen 
Tropfraum oberhalb der Fluidgrenze 4. Dieser zweite Durchtrittskanal 6 befindet sich 
in einer zum stielformigen Schaft 8 beispielsweise halbkegelfonnig abgeschragten 
Verdickung 9. Durch diese Anordnung ist es mbglich, dass im Reaktionsraum 2 keine 
ungewollten Blasen bzw. Gase entstehen. 

Ober den zweite Durchtrittskanal 6 wird aus einem Vorratsbehalter iiber ein 
Schlauch- und/oder Rohrsystem ein bestimmtes Fliissigkeitsquantum an Kulturmedium 
dem bereits vorhandenen Fluid 3 zugefiihrt Das Fluid 3 tropft oder flieBt iiber den 
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zweiten Durchtrittskanal 6 in den Tropfraum. Luftblasen bleiben an der Fluidgrenze 4 
oder entweichen sofort in die Umgebung. Uber den ersten Durchtrittskanal 5 wird das 
Fluid aus dem Reaktionsraum 2 abgesaugt. So gelangt stets unverbrauchtes bla- 
senfreies Kulturmedium in den Reaktionsraum 2, indem das Fluid 3 aus dem Vorrat im 
Tropfraum nachstromt Das Fluid 3 im Tropfraum wild durch das Absaugen der 
Fliissigkeit aus dem Reaktionsraum 2 in den Reaktionsraum 2 hineingezogen* Die 
Hohe der Fluidgrenze 4 und somit das Vorratsvolumen wild mit Hilfe des ersten 
Durchtrittskanals 5 bestimmt. 

Die Hohe der Fluidgrenze 4 kann auch mit Hilfe des dritten Durchtrittskanals 11 als 
Notabsaugkanal bestimmt werden. 

In Figur 3 wird eine weitere Ausfuhrung der Anordnungen fur den ersten und 
zweiten Durchtrittskanal 5, 6 gezeigt. Hierbei ist der zweite Durchtrittskanal 6 fiir die 
Zuleitung des Fluids neben dem Kopftrager 1 und der erste Durchtrittskanal 5 im 
Boden des Reaktionsraumes 2 angeordnet. Theoretisch sind auch andere, aquivalente 
Anordnungen moglich. 

Wird der Reaktionsraum 2 durch einen Hebemechanismus des Kopftragers 1 
verandert, vermischt sich das Fluid 3 im Tropfraum mit dem Fluid im Reaktionsraum 
2. 

Wird die Oberflache des Kopftragers 1 und/oder des Aufhahmebehalters 10 mit 
einer hydrophoben und/oder hydrophilen Beschichtung versehen, werden die Ei- 
genschaften der Fluide an den OberflSchen so beeinflusst, dass Luftblasen in den 
Fluiden einfacher entweichen kdnnen und Blasen direkt am Durchflusskopf in un- 
mittelbarer Nahe zum Reaktionsraum 2 abgefangen und am Transport zum Reak- 
tionsraum 2 gehindert werden. 

Mogliche Abmessungen der einzelnen Komponenten sind folgende: 

Hohe des Reaktionsraumes 200-500 ^m 
Hohe des Tropfraumes 0,5-3 mm 
Hohe der Fluidgrenze 1-5 mm 
OflEhungsdurchmesser der Durchtrittskanale 0,5-1 mm 

Die Vorteile des neuen Systems sind zum Einen der einfache Aufbau und zum 
Andeien, dass keine Veranderung am Medium (Fliissigkeit) erfolgt, da der Gasanteil 
im Fluid nicht geandert wird (Entgaser (Warme, Vakuum)). Es erfolgt keine Ultra- 
schallentgasung oder Erwarmung. Die Zellen konnen ausreichend mit Gasen (zJB. 
versorgt werden. 

Ebenso kSimen auf Grand blasenfreier und elektrisch sicher gekoppelter Absaugung 
eine ggf . fiir die Messung notwendige Referenzelektrode oder andere externe Sensoren 
so platziert werden, dass sie selbst bzw. ihr Elektrolyt keinen ungewollten Einfluss auf 
die Messung haben. 



i 



WO 2005/033261 



6 



PCT/EP2004/052405 



[041] Ein weiterer Vorteil ist, dass der Reaktionsraum minimiert werden kann, der Platz 
zum „Durchschleusen" von Luftblasen ist nicht mehr notig. Ebenso werden durch die 
Verkleinerung des Reaktionsraumes Veranderungen des Fluids anfgrund von Oberfla- 
chenreaktionen detektierbar sowie kleinere Volumina an Testsubstanzen/Testma- 
terialien ermoglicht. 
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Anspriiche 

[001] Verfahren zur t)berwachung von Veranderungen und Zustanden in Reakti- 

onskammern dadurch gekennzeichnet, dass 

ein Fluid aus einem Vorratsbehalter zu einer Versorgungseinheit transportiert 
wild und in einen Tropfraum tropft oder fliefit, so dass Luftblasen, die mit dem 
Fluid transportiert werden, in die Umgebung entweichen, und dass das Fluid 
oberhalb eines Kopfes (7) und eines Reaktionsraums (2) einen Vorrat bildet, 
wobei die Hohe der Fluidgrenze (4) und somit das Vorratsvolumen mit Hilfe 
eines ersten Durchtrittskanals (5) bestimmt wird und ein Fluidaustausch im Re- 
aktionsraum durch die Absaugung fiber den ersten Durchtrittskanal (5) und das 
dadurch hervorgerufene NachflieBen des Fluids aus dem Tropfraum erfolgt. 
[002] Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass 

der Transport des Fluids in den Tropfraum tiber einen zweiten Durchtrittskanal 
(6) erfolgt. 

[003] Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 2 dadurch gekennzeichnet, dass 

die Hohe der Fluidgrenze (4) und somit das Vorratsvolumen mit Hilfe eines 
dritten Durchtrittskanals (1 1) bestimmt wird. 

[004] Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3 dadurch gekennzeichnet, dass 

eine Veranderung des Fluids (3) oder einer Oberflache im Reaktionsraum (2) 
durch lebende Zellen, Zellbestandteile, DNA, RNA, Enzyme, AntiJcorper und/ 
oder chemische, biochemische und/oder immunologische Reaktionen ausgelost 
wird. 

[005] Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4 dadurch gekennzeichnet, dass 

eine Durchstromung der Fliissigkeit durch den Reaktionsraum (2) kontmuierlich 
oder abwechselnd in Fluss- oder Stopphasen erfolgt. 

[006] Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5 dadurch gekennzeichnet, dass 

der Reaktionsraum (2) durch einen Hebemechanismus des Kopftragers (1) 
veranderbar ist, so dass das Fluid im Tropfraum mit dem Fluid im Reak- 
tionsraum (2) vermischt wird. 

[007] Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6 dadurch gekennzeichnet, dass 

eine Membran (14) im Reaktionsraum (2) derart angeordnet ist, sodass Teile des 
Reaktionsraumes (2) von einer direkten Anstromung durch das Fluid ausge- 
schlossen sind. 

[008] Versorgungseinheit zur tJberwachung von Veranderungen und Zustanden in Re- 

aktionskammern dadurch gekennzeichnet, dass 

ein in den Reaktionsraum (2) miindender erster Durchtrittskanal (5) als 
Absaugung fur ein Fluid (3) dient und der Einlass tiber einen zweiten Durch- 
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trittskanal (6) oberhalb der Fluidgrenze (4) in einen Tropfiraum erf olgt. 
[009] Versorgungseinheit nach Anspruch 8 dadurch gekennzeichnet dass 

der erste Duichtrittskanal (5) innerhalb des Kopftragers (1) angeordnet ist und in 

den Reaktionsraum (2) mundet 
[010] Versorgungseinheit nach Anspruch 8 dadurch gekennzeichnet, dass 

der erste Durchtrittskanal (5) im Boden des Reaktionsraumes (2) angeordnet ist. 
[01 1] Versorgungseinheit nach einem der Anspriiche 8 bis 10 dadurch gekennzeichnet, 

dass 

der Kopftrager (1) aus einem Kopf (7) mit einem stielformigen Schaft (8) und 
einer Verdickung (9) fur die Aufhahme des zweiten Durchtrittskanals (6) besteht 
[012] Versorgungseinheit nach einem der Anspriiche 8 bis 10 dadurch gekennzeichnet, 

dass 

der zweite Durchtrittskanal (6) fur die Zuleitung des Fluids neben dem 
Kopftrager (1) angeordnet ist 
[013] Versorgungseinheit nach einem der Anspriiche 8 bis 12 dadurch gekennzeichnet, 

dass 

ein dritter Durchtrittskanal (1 1) innerhalb des Aufhahmebehalters (10) so 
angeordnet ist, dass er als Notabsaugung einen tfoerlauf verhindert 
[014] Versorgungseinheit nach einem der Anspriiche 8 bis 13 dadurch gekennzeichnet 

dass 

oberhalb der Verdickung (9) und innerhalb des Aufhahmebehalters (10) eine 
zweite Verdickung (12) fur die Aufhahme eines dritten Durchtrittskanals (1 1) 
angeordnet ist, der als Notabsaugung einen tJberlauf verhindert. 
[015] Versorgungseinheit nach einem der Anspriiche 8 bis 14 dadurch gekennzeichnet, 

dass 

die Oberflache mit einer hydrophoben und/oder hydrophilen Beschichtung 
versehen ist. 

[016] Versorgungseinheit nach einem der Anspriiche 8 bis 15 dadurch gekennzeichnet, 

dass 

im Reaktionsraum (2) und/oder im ersten Durchtrittskanal (5) oder nachfolgend 
Sensorsysteme (13) zur DetektLon der Veranderung im Fluid angeordnet sind. 
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[Fig. 001] 
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[Fig. 003] 



